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摘要 :微粒 体 细胞 色素 PASO 氧化 酶 介 导 的 解毒 代谢 增强 是 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 对 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 产生 抗 
性 的 主要 原因 。 作 者 前 期 的 研究 表明 ，CyP9412 和 CYP9414 组 成 型 过 量 表达 与 棉铃 虫 YCF 品系 对 拟 除虫菊 酯 的 高 
水 平 抗 性 相关 ,CYP9412 和 CYP9414 的 功能 表达 研究 结果 为 其 参与 对 拟 除 虫 葡 酯 抗 性 提供 了 直接 证 据 。 本 研究 通 
过 对 棉铃 下 CYP9417w2 HY TERE .mRNA 表达 水 平和 功能 表达 的 研究 ,以 期 明确 该 基因 是 否 参与 棉铃 虫 对 拟 除 虫 菊 酯 
的 抗 性 。 结 果 表 明 : CYP9AI702 与 CYP9AI2 的 氨基 酸 序列 具有 很 高 的 相似 性 (94% ) 。 与 棉铃 虫 对 照 品系 (YC ) 相 
HE, CYP9A1702 在 YGF 抗 性 品系 末 龄 幼虫 脂肪 体 中 具有 10.9 倍 的 组 成 型 过 量 表达 , 而 在 中 肠 中 未 发 现 过 量 表达 。 
用 酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae 异 源 表 达 的 CYP9417v2 能 够 代谢 多 种 拟 除 虫 菊 酯 ( 顺 式 氰 成 菊 酯 、 溴 氰 菊 酯 和 气 
ARRA) o HEUK CYP9417v2 组 成 型 过 量 表 达 参 与 了 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 的 抗 性 。 至 此 ,CYP9A 亚 家 族 中 已 有 
3 个 P450 基因 (CYP9412, CYP9414 和 CYP9417w2 ) 被 证 实 参 与 了 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 的 氧化 解毒 代谢 。 
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Constitutive overexpression of CYP9AI7v2 is involved in pyrethroid 


resistance in Helicoverpa armigera ( Lepidoptera: Noctuidae ) 
YANG Yi-Hua, ZHANG Shuang, ZHOU Ying-Jun, YUE Li-Na, WU Yi-Dong” ( Key Laboratory of 
Monitoring and Management of Crop Diseases and Pest Insects of the Ministry of Agriculture, College of 

















Plant Protection, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095 , China) 

Abstract: Enhanced detoxification mediated by microsomal cytochrome P450s is a major mechanism 
responsible for pyrethroid resistance in Helicoverpa armigera. Our previous study showed that constitutive 
overexpression of CYP9AI2 and CYP9AI14 was associated with high levels of pyrethroid resistance in the 
pyrethroid-resistant YGF strain of H. armigera, and functional expression of CYP9AI2 and CYP9A/4 in 
yeast provided direct evidence on their involvement in pyrethroid resistance. In this study, molecular 
cloning, mRNA expression, and functional expression of CYP9A17v2 of H. armigera were investigated in 
order to verify possible involvement of CYP9A/7v2 in pyrethroid resistance. The results showed that protein 
sequence of CYP9A17v2 has very high identity (94% ) to that of CYP9AI2. CYP9AI17v2 in the fat body of 
the final-instar larva of the YGF strain had 10. 9-fold overexpression compared with that of the control strain 
(YG), but no overexpression was detected in the midgut. Functional expression in yeast ( Saccharomyces 
cerevisiae) showed that CYP9A17v2 had the capability of metabolizing several pyrethroids ( esfenvalerate , 
deltamethrin, and cyhalothrin). It is so concluded that constitutive overexpression of CYP9AI7v2 also 
contributes to pyrethroid resistance in the YGF strain of H. armigera. Together with previous findings, three 
P450 genes ( CYP9AI2, CYP9AI14 and CYP9AI7v2) from the CYP9A subfamily are confirmed to be 
involved in oxidative detoxification of pyrethroids in H. armigera. 
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棉铃 虫 Helicoverpa armigera Hübner 是 一 种 重要 的 世界 性 农业 害虫 。 由 于 大 量 使 用 各 种 不 同类 型 的 
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杀 虫 剂 进行 田间 防治 , 亚洲 、 非 洲 和 澳大利亚 等 广 
大 地 区 棉铃 忠 种 群 均 对 常用 的 有 机 克 类 、 氨 基 甲 酸 
酯 类 和 拟 除 虫 菊 本 类 杀 虫 剂 产生 了 不 同 水 平 的 抗 
TE, 对 拟 际 忠 菊 酯 类 药剂 产生 的 抗 性 尤为 严重 
(McCaffery, 1998) 。 

在 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 抗 性 的 解毒 代谢 机 制 研 
RE, 大 多 数 的 研究 结果 证 实 棉铃 虫 P450 介 导 的 
氧化 解毒 代谢 增强 是 主要 抗 性 机 理 (Kranthi et al., 
2001; Martin et al.,2002; Yang et al.,2004; Chen et 
al., 2005; Yang et al.,2005 ) 。 与 敏感 品系 相 比 ， 桶 
AIR P450 基因 CYP9AI2 和 CP9A14 的 mRNA 表达 
量 在 拟 除虫菊 酯 抗 性 品系 末 龄 幼虫 脂肪 体 中 分 别 增 
加 384 倍 和 62 倍 , 在 中 肠 中 分 别 增加 19 倍 和 4. 3 
倍 (Yang et al.,2006) 。 用 酵母 表达 系统 进行 的 开源 
表达 人 研究 也 表明 ，CYP947J12 和 CYP94714 的 表达 产 
物 对 PASO 氧化 酶 的 模式 底 物 和 多 种 拟 除 虫 菊 柄 具 
有 明显 的 氧化 代谢 活性 (Yang et al.,2008; KRS, 
2008) ， 从 而 进一步 从 功能 上 证 实 了 这 2 个 P450 基 
因 在 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 抗 性 中 的 作用 。 

LE MRA RAE Ht OCYP9AI2 和 CYP9OAI4 FE 
因 的 过 程 中 , ACB TY 33 — “+ A Hi PASO 基因 
CYP9A1I7v2., CYP9A17v2 45 CYP9AI2 编码 的 氨基 酸 
序列 具有 很 高 的 相似 性 , 为 了 明确 这 2 个 基因 的 异 
同 , 对 它 的 基因 组 结构 进行 了 研究 。 为 了 证 明 其 是 
否 也 参与 了 棉铃 虫 对 拟 除 虫 菊 酯 的 抗 性 ,本 研究 比 
较 了 其 在 棉铃 虫 抗 、 感 品系 不 同 组 织 中 mRNA 表达 
IKE, 并 检测 了 其 异 源 表 达 产 物 对 拟 除 虫 菊 酯 的 代 
谢 活性 。 


1 材料 与 方法 


1.1 屁 虫 品系 

棉铃 虫 YG 品系 是 2001 年 从 山东 省 阳 合 县 采 
集 , 然后 在 实验 室 中 以 人 工 饲料 饲养 (不 接触 任何 
Z) o YGF gn Re A US ea ie YG 品系 14 代 
得 到 的 拟 除虫菊 酯 高 抗 品系 ，YGCF 品系 与 YG 品系 
相 比 对 和 氰 成 菊 酮 具有 240 多 倍 的 抗 性 (Yang et al., 
2004 ) 。 
1.2 主要 试剂 

NADPH 为 罗氏 公司 产品 , 购 目 南京 大 治 生 物 
科技 有 限 公 司 ; 酵母 培养 基 琢 脂 (Bacto-Agar) ME 
H Hik (peptone) 购 目 Difco 公司 ; TAR BEAN H BE ( p- 
nitroanisole , p-NA ) ， 酵 母 提 取 物 ，D- 简 萄 糖 ，D- 半 
SLE, MRE, Yeast synthetic drop-out media, yeast 


nitrogen base without amino acid 均 购 目 Sigma 公司 。 
农药 标准 品 99. 5% UR FASE BR. 98% SB SA R 
98 % 顺 式 氰 成 菊 酯 由 南京 农业 大 学 植物 保护 学 院 农 
药 系 惠 赠 。 
1.3 总 mRNA 提取 和 cDNA 合成 

采用 SV Total RNA Isolation System 试剂 盒 
(Promega 公司 ) 提取 5 头 末 龄 幼虫 脂肪 体 和 中 肠 的 
总 RNA, 具体 操作 按照 三 家 提供 的 操作 指南 进行 。 
在 PCR 管 中 加 入 2 ug 总 RNA、2 uL oligo(dT) ,.5| 
物 和 M-MLV 逆转 录 酶 (Promega 公司 ) 合成 cDNA 
的 第 一 条 链 。 每 个 品系 制备 3 个 样品 (5 头 为 一 个 
样品 ) 。 
1.4 棉铃 虫 基因 组 DNA 提取 和 纯化 

棉铃 虫 幼 虫 基因 组 DNA 的 提取 和 纯化 参照 周 
颖 君 等 (2008 ) 。 
1.5 CYP9AI7v2 基因 全 长 cDNA 的 PCR 扩 增 

采用 上 游 引 物 Fspal (5’-TCAAGTAACACGTCC 
GTGCTTTCTAAA-3’ ) 和 下 游 引物 Fspa2 (5'-TATACT 
CCGATCAGTCGTGTCCTCTAC-3’) , XJA E YGF 
品系 脂肪 体 cDNA 进行 PCR 扩 增 。50 uL 的 PCR 
扩 增 反应 体系 中 包括 : 5 uL 10 x Pyrobest DNA 聚合 
酶 反应 缓冲 液 , 4 pL 2.5 mmol/L dNTP, 20 pmol/L 
上 、 下 游 引 物 各 2 uL, 1 kL cDNA 模板 , 0.25 pL 
Pyrobest DNA 聚合 酶 ,以 去 离子 灭 菌 水 补足 50 pL. 
PCR 反应 条 件 为 : 94°C 加 热 3 min, 然后 进行 如 下 
循环 , 94% 30 s, 55% 30 s, 72% 2 min, 循环 次 数 
为 30, 最 后 在 72% 条 件 下 保持 10 min。 对 得 到 的 
PCR 产物 进行 低 熔点 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 , 用 Wizard 
PCR Preps DNA 试剂 盒 进行 纯化 ; 由 于 Pyrobest 
DNA 聚合 酶 扩 增 出 来 的 DNA 片段 末端 不 含有 A 碱 
基 , 对 纯化 后 的 PCR 产物 进行 A 加 尾 处 理 后 连接 
到 pGEM-T easy 质粒 载体 上 (Promega 公司 ) 。 由 于 
PCR 产物 中 同时 具有 CYP9AI2 和 CYP9AI702 基因 ， 
因此 选取 能 被 限制 性 内 切 酶 EcoR 1 切断 的 阳性 元 
隆 进行 测序 (CYP94717w2 编码 区 含 EcoR] 酶 切 位 点 ) 。 
1.6 SOARES PCR 检测 P450 表达 水 平 

分 别 为 CYP9417v2 和 一 个 持家 基因 一 一 延伸 
因子 -1a(EF-1a) 设计 了 一 对 特异 性 引物 ( 表 1)。 
25 uL 的 反应 体系 包括 :5 pL 5 x 实时 PCR 反应 组 
冲 液 , 0. 13 pL ExTaqHS DNA 聚合 酶 (5 U/pL), 
0.5 uL 250 mmol/L MgCl,, 0.75 uL 10 mmol/L 
dNTP, 1.25 pL SYBR Green I 稀释 液 ， 上游 引 物 
和 下 游 引物 各 0.13 pL, cDNA 模板 1 bhL。 反 应 条 
fF: 95°C 5 min 进行 酶 的 活化 , 95°C 30 s, 退火 30s 
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(EF-la 58°C, CYP9AI7v2 55.) , 72°C 延伸 45 s, 
共 进 行 40 个 循环 。 用 ABI Prism 7000 SDS1. 1 软件 
进行 数据 记录 、 分 析 CT 值 和 产生 熔 解 曲线 , 立 值 线 
由 软件 自动 设 定 。 每 个 品系 取 3 个 样 , 每 个 样 至 少 


重复 3 次 。 用 灭 菌 的 超 纯 水 代替 cDNA 模板 作为 空 
AHX E, 至 少 重复 5 次 。 采 用 比较 CT 值 法 ( 即 
2 … "法 ) 比较 目标 基因 的 相对 表达 量 ( Livak and 
Schmittgen, ，2001 ) 。 


表 1 定量 PCR 的 引物 .目标 片段 大 小 及 GenBank 登录 号 


Table 1 Primer sequences, expected PCR product sizes, and GenBank accession numbers 


基因 引物 序列 
Gene Primer Sequence (5'—3') 
EF-la EF-F GACAAACGTACCATCGAGAAG 
EF-R GATACCAGCCTCGAACTCAC 
CYP9AI7v2 9A17v2F ATCACTTCGTAGACGATACCA 
9A17v2R CATGTCTITCCATTCTTGACC 


1.7 ”酵母 表达 及 酵母 细胞 有 裂解 液 对 拟 除 虫 菊 酯 的 
代谢 

酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae W( R) 菌株 由 
法 国 Pompon 博士 实验 室 提供 。 该 菌株 (MATa， 
ade2-1, his3-11, 15, leu2-3, ura3-1, trp1-1, can", 
cr ) 细 胞 色素 P450 还 原 酶 的 LPR1 JR oF eet 
换 为 外 源 的 葡萄 糖 抑 制 - 半 乳 糖 诱导 型 局 动 和 于, 在 
以 半 乳 糖 为 单一 碳 源 的 条 件 下 酵母 细胞 色素 P450 
还 原 酶 过 量 表达 。 使 用 的 表达 载体 pYES2 I A 
Invitrogen 47], CYP9AI7v2 酵母 表达 载体 的 构建 参 
照 Yang 等 (2008 ) 。 醇 母 诱导 培养 采用 低 密 度 培养 
方法 (Pompon et al., 1996) 。 醇 母 细胞 裂解 液 的 制 
备 和 酵母 细胞 裂解 液 对 拟 除 虫 菊 酯 的 代谢 检测 方法 
DRIK SE (2008 ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 CYP9AI17v2 和 CYP9IAI2Z 基因 编码 的 氨基 栈 
序列 比 对 及 基因 组 结构 

通过 基于 P450 基因 高 度 保守 区 域 ( 工 螺 旋 区 
和 亚 铁 血红 素 结 合 区 ) 设 计 的 简 并 引物 成 功 元 隆 到 
CYP9AI2 和 CYP9AI4 ( Yang et al., 2006), 
CYP9AI7v2 是 从 全 长 CYP9412 PCR 产物 中 分 离 得 
到 的 , 用 EcoR I 酶 切 CYP9AI2 的 PCR 产物 进行 质 
粒 重组 时 发 现 产 物 有 一 较 短 条 带 , 经 克隆 测序 后 发 
现 了 该 基因 。 棉 铃 虫 CYP9417w2 基因 cDNA 的 完整 
编码 序列 长 1 596 bp, 编码 531 个 氨基 酸 (GenBank 
登录 号 DQ003275 ) 。CYP9417v2 和 CYP9412 氨基 
酸 序 列 比 对 见 图 1, CYP9AI702 与 CYP9AI2 的 氨基 


片段 长 度 (bp) 登录 号 
Fragment length GenBank accession no. 
279 U20129 
234 DQ003275 


酸 序列 具有 94% 的 相似 性 。 

为 了 明确 这 2 个 氨基 酸 序 列 高 度 相似 的 P450 
基因 是 否 为 同一 基因 的 不 同等 位 基因 , 对 其 基因 组 
结构 进行 了 分 析 ( 表 2)。CYP9417w2 与 CYP94172 
的 编码 区 均 由 9 个 内 含 子 分 隔 为 10 个 外 显 子 , 8 个 
内 含 子 插入 位 点 相同 , 只 有 第 2 个 内 含 子 插入 位 点 
相距 2 个 氨基 酸 。 这 2 个 基因 内 含 子 的 序列 和 长 度 
均 有 明显 差异 。 基 因 组 结构 分 析 表 明 ，CJP9477zv2 
和 CYP9AI2 是 2 个 不 同 的 P450 基因 , 它们 其 中 之 
一 起 源 于 另 一 基因 的 一 起 重复 事件 。 

2.2 棉铃 虫 抗 性 和 相对 敏感 品系 CYPIAI7V2 基因 
的 mRNA 表达 水 平 

CYP9AI7v2 基因 和 持家 基因 (对 照 基因 ) EF -Lo 
的 燃 解 曲线 均 只 有 1 工 个 峰 , 表明 得 到 的 产物 是 单一 
的 , 无 引物 二 聚 体 和 非特 异性 目标 产物 产生 。 用 
cDNA 的 系列 稀释 液 对 目标 基因 和 对 照 基因 进行 奖 
光 定 量 PCR 扩 增 , 结果 表明 它们 的 PCR 扩 增 效率 
是 一 致 的 , 因此 ,可 以 采用 比较 CT 值 相对 定量 
进行 P450 基因 的 mRNA 相对 表达 量 的 比较 。 

棉铃 下 YGF 和 YG 品系 中 肠 和 脂肪 体 的 
CYP9AI712 mRNA 相对 表达 水 平 列 于 表 3。 在 YG 
in AP, CYP9AI7v2 mRNA 相对 表达 量 中 肠 组 织 高 
于 脂肪 体 组 织 , 而 YGF 品系 中 这 个 基因 的 相对 表 
达 量 在 这 两 个 组 织 中 则 相反 ,脂肪 体高 于 中 肠 。 比 
较 这 个 基因 在 敏感 和 抗 性 品系 不 同 组 织 中 的 表达 情 
况 可 以 明显 发 现 , 在 YGF 品系 的 脂肪 体 组 织 中 
CYP9417v2 mRNA 表达 水 平 是 YG 品系 的 10.9 4%, 
而 在 中 肠 中 表达 水 平 仅 为 YG 品系 的 1.4 售 。 
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Signal-anchor 


CYP9A12 {MELVLV@VAVLTTVAVLYLROTYSRFSRYGVKHERPVPLLGNMTRUVEKQDHLTEDIERY 60 
CYP9A17 iMTLVLVWVAVL TAVAVLY LRQVY SRF SRY GVKQFRPVPT LGNMTRILLKQDHFVDDTMRY 60 
CR cxx 
eee! SRS1 
CYP9A12 YNSFPGERFVGRFEFISEMVVIRDLELVKKIAVKDFEHELDARSIFSSSDSFFSRNLFSL| 120 
CYP9A17 YNSFPEERFVGKFEFIKELVVIRDIELVKKIAVKDFEHFLDHRSMFSSSDSFFSRNLFSL 120 
kkkkk IR I EI IES ERE H EERE ER REE OED AE DREN EE DARE R ROE 
Intron 2 
CYP9A12 KGQEWKDMRSTLSPAFTSSKMRMMVPFMVEVGDQMMDT IKKKIKESGNGYIDLECKDLTT 180 
CYP9A17 KGQEWKDMRSTLSPAFTSSKMRMMVPFMVEVGDQMMAAIKNKIKESGNGYIDIECKDLTT 180 
kkýkxkxkkkkkkkkkkkkkkkxkěxkkkkkxkkkkkkkkkk 。 大 火 。 类 类 大 类 大 大业 大 大 类 大 。 炎 大 类 大 大 大 大 
Intron 2 
-SRS2 ___ 
CYP9A12 RYANDVIASCAFGLKVDSHNETDNEFPYTMGKLSSTFRFREMIMFFVIANAPTVAKILKLD| 240 
CYP9A17 RYANDVIASCAFGLKVDSHNETDNEFYTMGKLSSTFNFROMLVFFFIANAPTVAKTLKLD! 1240 
OI ICICI IIIT III II II TI TI IR BI i tk RRR DR ec 
SRS3 
CYP9A12 FLSEAAKKFFRNFVLDTMKNRELNHI IRPDMIHLLMEAKKGKLTHEE IKSNDVTAGFATV 300 
CYP9A17 FLSEAAKKFPRNLVLDTNKNRELNHT IRPDMIHLLMEAKKGKLTHEETKSNDVTAGFATV 300 
FREE EE Ee CE IERIE II IIE RIE OEE IIE RIE EI FORE I i I RR 
1 SRS4 
CYP9A12 PESAVGQKET TRVWTBEDITAQAVLFFTAGFETVSSMSFLLYGLAVNPDVQEREAQE TK 360 
CYP9A17 EE SAVGQKEI TRVWIPEDLIAQAVLEF IAGFETVSSEMSFLLYELAVNEDVQERLAQEIE 360 
大 大 大 类 类 大 大火 大 类 大大 大 大大 Ce 大 大 大 炎炎 类 炎炎 大 大 火炎 火 炙 大 大 
SRSS 
CYP9A12 ENDAKNGGKFDFNSTONLQYMDMVVSELLREWPPGAALDRÍCTKDYSLGKPNDKAKHDFI 420 
CYP9A17 ENDAKNGGKFDFNSTONLQYMDMVVSELLREWPPGAALDRÍCTKDYNLGKPNDKAKHDF I 420 
II III III EIS IE IOI IG IOI IGRI SII DI On IOI IEE A III II IRI 
Heme-binding motif 
CYP9A12 VRKGTGISIPAFAFHRDPQFFPNPEKFDPERFSEENKHNIQSFAYMPEGIGPRNCIGBRE 480 
CYP9A17 VRKGTGIS I PAFAFHRDPOFF PNPEKEDPERF SEENKHNIOSFAYMPEGIGPRNCIGBRE 480 
GREAEHHEAEEHEAEEEHEEREHHEEEEHEEEH HME EHH HEHE HEED DN 
__SRS6_ 
CYP9A12 ALCEMKVMAYOTLOHMEVSPCERTCIPAKLDTETFNMRLKGGHWLRERPRO 531 
CYP9A17 ALCEMKVMAYQTLOHMEVSPCERTCIPAKLDTETFNMRLKGGHWLRERPRO 531 


大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 类 大 大大 大 大 大 大 大 大 大 大 大 


图 1 CYP9412 和 CYP9417w2 氨基 酸 序列 比 对 
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Fig. 1 Alignment of CYP9AI2 and CYP9AI7v2 amino acid sequences 
推测 的 底 物 识别 位 点 ` 血 红 素 结合 基 序 和 锚 定 信号 序列 以 虚线 框 标示 ; CYP9412 和 CYP9AI702 的 GenBank 登录 号 分 别 为 AY371318 和 


DQ003275, Predicted substrate recognition sites (SRSs ) a heme-binding motif and a signal anchor sequence are boxed with broken lines. GenBank 
accession numbers of CYP9AI2 and CYP9AI7v2 are AY371318 and DQ003275 , respectively. 


表 2 棉铃 虫 CYP9417y2 和 CYPIAI2Z 基因 的 内 含 子 /外 显 子 结构 


Table 2 The intron/exon organization of CYP9AI7v2 and CYP9A12 of Helicoverpa armigera 


碱 基 位 置 外 显 子 长 度 ， 内 含 子 长 度 , 
外 显 子 外 显 子 两 端 序列 内 含 子 两 端 序列 
Nucleotide Exon size Intron size 
Exon Exon sequence (5’—3’) Intron sequence (5’—3’) 
position ” (bp) (bp) 
CYP9AI2 (EU327673 ) 

1 1 -203 203 ATGATACTA-::++-- TGGAGAGAG 256 中 gaggaaa……… tgttcacag 

2 460 - 620 161 GTTCGTGGG:::::: CTTTGAAAG 90 gtatgggaa……: ttttcacag 

3 711 -848 138 GTCAAGAAT...... AATCTGGAA 168 gacgtgtg…… cttttacag 

4 1 017 -1 219 203 ATGGCTACA:::+ GTTGCTAAG 834 gtacgtgaas:+++: tgtctacag 
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续 表 2 Table 2 continued 


位 
EF te 
Exon i, 

position 

5 2 054 -2 189 

6 2 271 -2 366 

7 2 898 -3 119 

8 3 236 -3 336 

9 3 517 -3 685 

10 4 043 -4 209 


CYP9A17v2 (FJ416332 ) 


1 1 -203 

2 467 — 633 

3 726 — 857 
4 1 019 -1 221 
5 2 716 -2 851 
6 2 924 -3 019 
7 3 554 -3 775 
8 3 898 -3 998 
9 4 186 -4 354 
10 4 728 -4 894 
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外 显 子 长 度 内 含 子 长 度 


Exon size 外 显 子 两 端 序 列 Intron size 内 含 子 两 端 序列 
Exon sequence (5’—3’) Intron sequence (5’—3’) 
(bp ) (bp ) 
136 ATCCTTAAA:::++: CTAAAAAAG 81 gtaaacgtg*.……… atttttcag 
96 GTAAACTGA...... TTACTAGAG 531 中 gcgttga…… aaattccag 
222 TGTGGACTG:::::: TTGTGTCCG 116 gtaagcata*.……… tttttacag 
101 AACTGCTGC------GATTTTATT 180 gtgagttaa……:catctacag 
169 GTACGCAAA.……ATTGTATAG 357 gtgaggact……:atttctcag 
167 GATCAAGAT: +++: AGGCAG TAG 一 一 
203 ATGCATACTA.……… TGAAGAGAG 263 gtaaggctt……- tgttcacag 
167 GTTTGTGGG:::::: AAGGTCAAG 92 gtatggaaa*.……… tttttaaag 
132 AATGGAAAG-..….. AATCTGGAA 161 gacgtgtg…… cttttacag 
203 ATGGCTATA-...….: GTTGCTAAG 1 494 gtacctgaa’:+*+: tgtctacag 
136 ATCCTTAAA.……CTAAAAAAG 72 gttgtttta:++++-atttttcag 
96 GTAAACTGA...... TTACTAGAG 534 中 gcgttga…… aaattccag 
222 TGTGGACTG:::::: TIGTGTCTG 122 gtaagcata*.……… tcttttcag 
101 AACTGCTGC------GATTTTATT 187 gtgagttaa.……:catctacag 
169 GTCCGCAAA = ATTGTATAG 373 gtgaggact……: atttctcag 


167 GATCAAGAT.……AGGCAG TAG - - 


“ 相对 于 翻译 起 始 位 点 Relative to the translation start site. 


2.3 重组 酵母 表达 产物 对 拟 除虫菊 酯 的 代谢 

用 气相 色谱 检测 了 含有 外 源 细 胞 色素 P450 基 
CYP9AI702 及 不 含有 外 源 细 胞 色素 P450 基因 的 
醇 母 细胞 裂解 液 对 拟 除 虫 菊 酮 类 杀 虫 剂 的 代谢 情况 品系 组 织 
(#24), 含有 CYP94717w2 外 源 基 因 的 重组 酵母 细 Strain Tissue 
胞 裂解 液 对 涡 氟 和 菊 酮 、 氟 氯氰菊酯 和 顺 式 氰 友和 菊 酯 YG 
均 具 有 代谢 降解 活性 ,而 不 含有 外 源 细胞 色素 
P450 基因 的 酵母 细胞 裂解 液 均 检测 不 到 对 这 3 种 
拟 除 虫 菊 酯 的 代谢 。 上 述 结果 表明 CYP9AI7 02 在 
酵母 系统 中 的 表达 产物 具有 代谢 拟 除 忠 菊 酯 的 能 
Fi, 从 而 在 功能 上 证 实 了 CYP9417w?2 的 过 量 表达 在 
棉铃 虫 对 拟 除 虫 葡 酯 抗 性 中 的 作用 。 


表 4 


#3 CYPIAI7v2 BALMER BARD h h i 
和 脂肪 体 中 的 相对 表达 量 
Table 3 Relative expression level of CYP9AI7yv2 
in the midgut and fat body of the final instar 
larva of Helicoverpa armigera 
相对 表达 量 
Relative expression level * 
中 肠 Midgut 1.0(0.55 -1.83) 
脂肪 体 Fat body 0.29(0.25 -0.33) 
中 肠 Midgut 1.44(1.14 -1.83) 1.4 
脂肪 体 Fat body 3.14(2.87 -3.43) 10.9 
* 基因 表达 量 的 相对 范围 The range of gene expression level determined 
by evaluating 2 ~44°T with AAC, + SE and AAC, - SE; * R =YGF h 
系 某 组 织 中 的 相对 表达 量 AYG 品系 相同 组 织 的 相对 表达 量 R = 


Tissue-specific relative expression level in YGF strain/tissue-specific 


KK 


YGF 


relative expression level in YG strain. 


棉铃 虫 P450 基因 CZP947772 酵母 表达 产物 对 拟 除 虫 菊 酯 类 药剂 的 代谢 


Table 4 Metabolism of pyrethroids by Helicoverpa armigera CYP9A17v2 expressed in yeast 


转化 质粒 


Transformed vector 


pYES2 
pYES2-CYP9AI7v2 


ND; 未 检测 到 代谢 活性 Not detectable. 


降解 活性 Degradation activity ( pmol/min * mg protein) 


REKA MANH MARURK 

Deltamethrin Cyhalothrin Esfenvalerate 
ND ND ND 

9.06 +3.25 5.61 +0.85 1.71 +0.35 


表 中 数据 为 平均 值 + SE。Data in the table are mean + SE. 
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细胞 色素 PASO 氧化 酶 作为 一 个 各 种 不 同 生物 
体 如 细菌 、 真 菌 、 植 物 和 动物 体内 广泛 存在 的 代 调 系 
统 , 在 各 种 内 源 化 合 物 的 生物 合成 和 代谢 以 及 外 源 
化 合 物 的 降解 和 转化 中 均 发 挥 着 重要 的 作用 
( Feyereisen , 1999 ) 。 而 在 昆虫 体内 ， 一 个 或 多 个 
P450 基因 的 过 量 表 达 导 致 细胞 色素 P450 氧化 酶 解 
毒 代谢 增强 是 导致 其 对 杀 上 虫 剂 产 生 抗 性 的 重要 原因 
之 一 (Scott ,1999 ; Feyereisen, 1999, 2005 ) 。 

抗 性 昆虫 细胞 色素 P450 基因 的 组 成 型 过 量 表 
达 在 一 些 昆虫 中 表现 为 单一 P450 基因 的 过 量 表达 。 
在 家 晶 Musca domestica 二 哄 农 抗 性 品系 中 CYP6A1 
有 3 倍 的 过 量 表 达 ， 而 与 它 同 在 家 蝇 S 号 染色 体 上 
的 一 个 P450 ERY CYP6A3, CYP6A4, CYP645， 
CYP6A6, CYP6C1 和 CYP6C2 则 没有 过 量 表达 
(Cohen and Feyereisen, 1995) 。 在 抗 毛 氟 菊 酮 的 内 
EK Fe Anopheles gambiae 抗 性 品系 成 虫 中 , 在 14 
个 CYP6 家 族 基 因 中 也 只 发 现 CYP621 存在 过 量 表 
达 ( Nikou et al., 2003), Æ 4%% E 3E BE Blattella 
germanica E, 已 经 克隆 了 CYP6LI, CYP6J1, 
CYP6K1, CYP9E2 和 CYP4C21 等 P450 FEA, RA 
CYP4G19 的 过 量 表达 与 拟 除 虫 菊 酯 抗 性 相关 ( Wen 
et al., 2001; Wen and Scott, 2001a, 2001b; Pridgeon 
et al., 2003) , Daborn “¥ (2002) 将 果 蝇 90 个 细胞 色 
Fe PASO 基因 制 成 微 阵 列 芯 片 , 分 析 了 2 个 抗 DDT 
田间 品系 (Hikone-R 和 WC2) 的 P450 基因 的 表达 情 
bi, REM Cypogl 有 过 量 表达 , 再 用 定量 PCR 技 
术 分 析 来 自 世 界 各 地 的 20 个 田间 抗 性 种 群发 现 
Cyp6g1mRNA 的 表达 量 是 敏感 个 体 的 10 ~ 100 售 。 
分 析 所 有 的 抗 性 个 体 Cyp6g7 基因 序列 均 发 现在 其 
5' 端 有 保守 的 Accord 转 座 子 插入 , 表明 这 个 抗 性 等 
位 基因 可 能 是 单一 起 源 随 后 全 球 扩 散 (Denholm et 
Ql.,2002 ) 。Cyp6g1 的 过 量 和 表达 还 可 以 导致 对 对 
DDT it KAMA AS A FFL EK A LEAS Fl SS Hi Ht 
兢 和 昆虫 生长 调节 剂 lufenuron 的 交互 抗 性 ( Dabormn 
et al.,2001; Le Goff et al.,2003 ) 。 最 近 还 发 现 , 用 
烟草 Nicotiana tabacum 细胞 异 源 表达 的 Cyp6g7 具 
有 代谢 DDT 和 吡虫啉 的 能 力 (JouBen et al. ,2008 ) 。 

在 多 种 抗 性 昆虫 中 ,有 多 个 P450 基因 的 过 量 
RIK 5 TA PERK. FEM IR IA Drosophila 
melanogaster 上 , Cyp6a2, Cyp6a8 和 Cyp6a9 在 91-R 
抗 性 品系 中 过 量 表 达 (Waters et al., 1992; Maitra et 





al.,1996, 2000) , Cyp6a2 和 Cyp4e2 在 RDDT 品系 
中 过 量 表 达 (Amichot et al., 1994; Brun et al., 
1996 ) 。 在 抗 涡 氟 菊 酯 淡色 库 蚊 Culex pipiens pallens 
中 , 通过 微 阵 列 分 析 和 Northern 杂交 均 证 明 
CYP4H21, CYP4H22v1, CYP4J4v2, CYP4J6vl 和 
CYP4J6v2 A 3.1 ~7.7 倍 的 过 量 表 达 (Shen et al., 
2003 ) 。 在 小 菜 蛾 Plutella xylostella 对 氯 菊 酯 抗 性 品 
At, CYP6BGJ 和 CYP6BG2 均 有 组 成 型 过 量 表达 ， 
通过 RNAi 干扰 CYP6BG1 的 正常 表达 后 , 小 菜 峨 对 
氧 菊 酯 的 抗 性 明显 下 降 且 对 氧化 酶 模式 底 物 的 代谢 
活力 也 降低 (Bautista et al., 2007, 2009) 。 
棉铃 虫 寄主 作物 广泛 , 具有 很 强 的 解毒 代谢 系 
统 , P450 酶 系 是 其 中 重要 的 一 类 解毒 代谢 酶 。 在 
棉铃 忠 对 拟 除虫菊 酶 的 不 同 抗 性 品系 中 存在 着 多 个 
P450 基因 的 过 量 表 达 ， 如 CYP4C8, CYPO6B7, 
CYP6AE12 及 C7P337B1 ( Pittendrigh et al., 1997; 
Ranasinghe and Hobbs, 1998; 岳 丽 娜 等 , 2007; Wee 
et al., 2008) 。 综 合 本 研究 室 的 研究 结果 ,可 以 发 
现 至 少 有 3 个 属于 CYP9A 亚 家 族 的 P450 基因 
(CYP9A12, CYP9A14 和 CYP9417w2 ) 存在 组 成 型 过 
ERA, 而 且 通 过 酵母 表达 系统 证 实 了 这 3 个 基因 
均 具 有 代谢 拟 除 虫 驳 酯 的 能 力 (Yang et al.,2006, 
2008) ,因此 栅 铃 虫 YGF 抗 性 品系 对 拟 除 虫 菊 酯 的 
抗 性 形成 至 少 与 这 3 个 P450 基因 的 过 量 表达 有 关 。 
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